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を一つずつ解決していった結果、これまで最大で 6 μm × 6 μmであった高速 AFMスキャ















20 μm×3 μmから 53 μm×32 μmまで拡大）。さらに、この新規ミラーチルターの走査範
囲に合致したカンチレバー走査用スキャナーを上述の変位拡大技術を応用しその走査範囲









































子を対象とした AFM の高速化は Hansma のグループと金沢大学安藤のグループにより、
1994年頃から進められ、1998年には DNA分子を 1.7 s/frameという走査速度でイメージ
ングした[2] と Hansmaのグループから報告され、また安藤のグループは 2001年にミオシ


























め XY方向で 6 μm × 6 μmとなっており、タンパク質分子の直接観察には適しているもの
の、細胞観察には適さない。そこで、走査範囲を拡大すべく、本研究課題において、スキャ










最適化し、細胞観察が可能なレベルまでトラッキング範囲を拡大させた（従来の 20 μm × 3 
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μmから 53 μm × 32 μmまで拡大）。さらに、この新規ミラーチルターの走査範囲に合致し
たカンチレバー走査用スキャナーを上述の変位拡大技術を応用しその走査範囲を拡大させ
















1.2.2 高速 AFM用広域スキャナーの開発（第 3章） 
 これまで高速 AFMに用いられてきたスキャナーは走査速度を優先させてきたために、最















































































で走査させると、空間周波数 1/λは時間周波数 Vs /λに変換される。この時間周波数は、探
針・試料間に働く力を一定に保つために、試料ステージを Z 方向に走査させる周波数とと





 × 𝑁   (式 2.2) 
となる。ここで、走査範囲が 250 nm×250 nm、Y方向のピクセル数を 100、試料表面の凹
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図 2-1 AFMシステムの構成図 




























  (式 2.2) 
これら 2 つの式より、高い共振周波数と小さいバネ定数という条件を満たすためには、カ
ンチレバー自身のサイズを小さくする必要があることがわかる。高速 AFM用の微小カンチ
レバーはオリンパス株式会社によって開発された[18]。サイズは 7-9 μm×2 μm×0.1 μm
（長さ×幅×厚さ）となっており、バネ定数は約 150-200 pN/m である。カンチレバーの探
針としては、走査型電子顕微鏡を用いてカンチレバーの先端に電子線を 1 点に集め、真空
チャンバー内に充満させたフェノールを堆積させる電子ビーム堆積法を用いて作製される








































高速で A/D 変換され、ディジタル乗算器でsin(ωt) , cos (ωt)とそれぞれ掛け算される。掛け
算の結果はt = 2π/ωの時間（これは 1周期分に当たる）で積分される。ここで、乗算器への
入力信号sin(ωt) , cos (ωt)は予め計算されており、ディジタルの値でメモリに用意されてい
るものである。1周期後に得られた積分値はホールドされ、積分器の値はクリアされる。こ








2.3.4 高速 AFM用スキャナー 
 図 2-5は現在使用されている高速 AFM用スキャナーである。X,Y,Zすべての方向に積層
型ピエゾアクチュエーターが使用されている。構造的には、Zピエゾに固定されたステージ
を X方向のピエゾが板バネを介して動かし、さらに X,Zピエゾを一緒に Y方向のピエゾが
板バネを介して動かすというものとなる[図 2-5(a), (b)]。赤矢印は圧電素子の動きを示して








向から見た図であり、Z スキャナーにおけるカウンターバランスと X スキャナーにおける
カウンターバランスがそれぞれ描かれている。ここで X 方向の圧電素子には NEC トーキ
ン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0203D04F（自己共振周波数:261kHz、寸
法:2 mm×3 mm×5 mm、150 V印加時の最大変位量:4.6 μm）のものを使用、Y方向には
同様に NEC トーキン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0505D08F（自己共振
周波数:138 kHz、寸法:5 mm×5 mm×10 mm、150V印加時の最大変位量:9.1 μm）を使用
しており、さらに Z 方向には PI 社製積層型ピエゾアクチュエーターPL033.30（自己共振
周波数:367 kHz、寸法:3 mm×3 mm×2 mm、100V印加時の最大変位量:2.2 μm）を使用
している。さらに、試料を載せるステージは石英ガラスで作製されたものを使用しており、



















通常、Q 値を下げるときには Z スキャナーの変位を測定し、その値に基づきダンピングす
れば解決できるのだが、高速かつ小さい変位をモニターするのは非常に困難である。また、
Z方向の変位は試料面に依存するため、予測困難である。このアクティブダンピング法では、
Z スキャナーの変位を直接測定せず、Z スキャナーと同じ伝達関数を持つ LCR で構成され
た電気回路を擬似的な Z スキャナーとする。ピエゾドライバーに入力する信号をこの擬似
的な Z スキャナーに入力し、その応答信号に基づき Q 値制御を行っており、Z スキャナー
の Q 値を減らすことに成功している。図 2-6(b)は実際の Z スキャナーにアクティブダンピ
ング法を適用した結果を示している。使用した圧電素子は PI 社製 積層型ピエゾアクチュ





2.3.6 ダイナミック PID(Proportional-Integral-Derivative)制御法 
 高速 AFMにおいて、探針・試料間に働くタッピング力を小さくするためには、カンチレ
バーのバネ定数を小さくする、または、カンチレバーの自由振動振幅𝐴𝑓𝑟𝑒𝑒を小さくし、𝐴𝑓𝑟𝑒𝑒





























































図 2-2 カンチレバー上に堆積されたフェノール探針の電子顕微鏡写真 











































































































































図 2-6 Zスキャナーのアクティブダンピング法 












まで向上[24]し、タンパク質一分子の動態を 100 msの時間分解能と 2-3 nmの空間分解能
で捉えることが可能となった[7], [10], [11], [25]。現在では様々な精製されたタンパク質に
高速 AFMが適用されている。例えば、高度好塩菌の細胞膜に存在する光駆動プロトンポン
プタンパク質である bR にレーザー光を照射してその構造変化を捉えることで pH 依存性
や、レーザー光の強度に依存した共同性を明らかにした[8]。また、ATP 合成酵素としてよ






























変位を生み出すことに成功した。結果として従来のスキャナーでは XY方向で 1 μm×4 μm


















 図 3-1(a)は本研究で開発した高速 AFM 用の広域スキャナーの構造を示す図である。XY
方向に関してより大きな変位量を得るために、第三種テコの原理をスキャナーに取り入れ
た。材質はアルミニウム製（A5052）であり、一枚の材から加工を行っている。通常、高速
AFM のスキャナーを作製する際には、0.4 mm 程度の非常に薄い板バネが必要であり、剛
性を保つため一枚の材料から削り出している。ここで X,Y 方向ともに、圧電素子が Z スキ
ャナーに対して対称になるように配置しており、どちらも圧入した後にエポキシ樹脂で固
定している。使用している圧電素子は X,Y 方向共に NEC トーキン株式会社製積層型ピエ
ゾアクチュエーターAE0203D16F（自己共振周波数:69 kHz、寸法:2 mm×3 mm×20 mm、
150 V印加時の最大変位量:17.4 μm）である。図 3-1(b)はテコの原理を適用している箇所を
拡大した図である。テコ（レバー）の全体の長さは 25 mmとなっており、力点の位置は支























の X 軸は変位の測定位置であり、Y 軸は測定された変位量である。使用した圧電素子はピ
エゾ I[NECトーキン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0203D16F（自己共振周
波数:69 kHz、寸法:2 mm×3 mm×20 mm、150 V印加時の最大変位量:17.4 μm、発生力:200 
N）]とピエゾ II[NEC トーキン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0505D16F（自
己共振周波数:69 kHz、寸法:5 mm × 5 mm × 20 mm、150 V印加時の最大変位量:17.4 
μm、発生力:850 N）]の二種類である。青線はピエゾ Iの測定結果であり、赤線はピエゾ II
の測定結果である。さらにグラフ上の番号は、図 3-1(b)におけるテコのレバーに記された番
号上で測定を行ったことを意味している。図 3-2のグラフより、①：支点から 5 mmの距離
にある点における変位量は発生力が大きなピエゾ II の方が大きくなっているのがわかる。
しかし測定位置が力点から離れるにつれて、つまり作用点に近づくのに伴って（それぞれ、
②：支点から 15 mm、③：支点から 23 mmの距離）発生力の小さなピエゾ Iの変位量が大
きくなっているのがわかる。この理由としてはスキャナーの板と圧電素子との接着面積の
違いが挙げられる。図 3-3は接着面積の違いを模式的に表したものである。図 3-3(a)、 (b)















































図 3-1 広域走査型高速 AFMスキャナーの模式図 
 (a)本研究で新たに開発された高速 AFM用広域スキャナーの模式図。XYピエゾの配置は
Zピエゾに対して対称になるように設計されている。(b)図 3-1(a)の赤破線部の拡大図。テコ
の腕の長さは 25 mmであり、テコ比は 1:4になるように設計されている。アスタリスクは































図 3-2 ピエゾ I、ピエゾ IIを使用した際の最大変位量の比較 
 ピエゾ I（AE0203D16F：2 mm×3 mm×20 mm、青線）とピエゾ II（AE0505D16F：
5 mm×5 mm×20 mm、赤線）をそれぞれ XY方向のスキャナーとして用いた時の変位量
に関してレーザー変位計を用いて比較した。ここで各番号は図 3-1(b)におけるテコのレバー
部に記された番号の位置で測定を行ったことを意味している。支点からの距離が離れるに






























































































比較して低い値となっている。ここで図 3-5(a)は広域スキャナーの X 方向の振動特性を表
したボード線図である。赤線は電圧利得を示しており、青線は位相の変化を表している。こ
のグラフを見ると X スキャナーの共振周波数は約 2 kHz となっており、従来の高速 AFM
















































認するために、256 Hzの入力信号に対しても同様の測定を行った。ここで 256 Hzの速度
は、画像取得速度に換算すると 256本の走査線（XYピクセル数：256 × 256 pixel2）で 1 
s/frameに相当する走査速度である。その結果を図 3-7に示す。ここでも同様に黒線は入力














数展開された（式 3-1）から導出して、走査信号を作成する。ここで図 3-5(a)の Xスキャナ
ーの周波数特性より、利得が増加し始める周波数が 500 Hz付近であることがわかる。また
ここで、余分な振動が発生しうる利得の値が 1 dBであると仮定すると、走査信号として許
容される周波数は約 780 Hzであることも図 3-5(a)からわかる。85 Hzで走査した場合を考
えると、最も高い高周波成分の周波数は（式 3-1）において n=9を代入した[85 Hz×9 = 765 
Hz]となり、780 Hz よりも低くなることが計算できる。そこでフーリエ級数展開された三























































図 3-9(a)は広域スキャナーの X 方向におけるヒステリシス特性を示したグラフであり、


















f(x) = 𝑎0 + 𝑎1𝑥 + 𝑎2𝑥
2 + 𝑎3𝑥
3 + 𝑎4𝑥












を行った結果が図 3-11である。図 3-11(a)で得られた AFM像は、ヒステリシス補正を施し
ていない入力信号でイメージングしたものであり、走査範囲は 33 μm×33 μm、画像取得速
度は 7 s/frame、走査線の本数は 256本である。ここで 9つの四角形の内、左上と右下の四
角形の辺の長さを比較すると、XY 方向でそれぞれ約 20%と 15%程度変化していることが
わかる。図 3-11(b)はヒステリシス特性を反映させた入力信号で、圧電素子を駆動させた場
合に得られた AFM 像である。図 3-11(a)で見られた四角形の一辺の長さの変化は、補正を
施すことで約 1%以内に抑えられたことが示された。ここでイメージングの条件は先程と同
様に、走査範囲：33 μm×33 μm、画像取得速度：7 s/frame、走査線の本数：256本である。
さらに、高速に走査した場合でもこのヒステリシス補正が有効であるか確認するために、画
















 図 3-12 は Y 方向の圧電素子がテコのレバーを押した時の X スキャナーの動きを模式的
に表した図である。これを見てもわかるように、テコのレバーの終端（Zスキャナーが設置
されている箇所）が自由端となっており、X 方向に走査した際には Y 方向にも動き、逆に
Y 方向に走査した場合でも若干ではあるが X スキャナーに影響を与えてしまう。ここで実
際にどの程度の干渉があるかを確かめるために、X 方向に走査した時の Y スキャナーの変
位、また Y 方向に走査した時の X 方向の変位をそれぞれ測定した。図 3-13(a)は X 方向に
走査した場合の Yスキャナーの変位量を表し、(b)は Y方向に走査した時の Xスキャナーの
変位量を表している。図 3-13において、赤線は 30 μm走査した際の変位を、緑線は 5 μm
走査した場合を表している。図 3-13(a)より、Xスキャナーを 5 μm走査した場合には Y方
向に約 120 nm 変位しており、30 μm 走査した場合には約 500nm 変位しているのがわか
る。これより、干渉の割合は 0.017（17 nm/1μm ）と計算された。同様に図 3-13(b)におい






る場合、スキャナーは Y 方向に多少変位しているためその変位とは逆向きに電圧を Y ピエ




それぞれ XY方向の干渉補正を適用した後の、5 μm走査時と 30 μm走査時の変位量の関係




時の条件は、走査範囲：33 μm×33 μm、画像取得速度：7 s/frame、走査線の本数：256本
となっている。さらにこの測定の際には同時に、スキャナーにダンピング法とラウンディン
グ法、さらにヒステリシス補正を施している。図 3-14(a)は XY 干渉補正を施す前の AFM
像であり、グリッドの穴部分（黒い四角形）が菱形に歪んでいるのが確認できる。図 3-14(b)
はスキャナーに XY干渉補正を施した後の標準サンプルの AFM像であり、菱形に見えてい
たグリッドが正方形に修正できているのがわかる。さらに図 3-15 は図 3-14 のグリッド部
分を拡大した AFM像である。測定時の条件は、走査範囲が 15 μm×15 μm、画像取得速度



























[41]。図 3-16 は Z スキャナーの周波数特性を示したボード線図である。赤線は電圧利得を
表しており、青線は位相を表している。また、ここで共振周波数を測定するときに、Zスキ
ャナーに Φ1.5 mm のガラスステージを装着している。この Z スキャナーの共振周波数は
90 kHzであり、通常の高速 AFMZスキャナーの約半分の値にまで低下している。さらにこ









3 s/frame[図 3-17(a),(b)上段]、10 s/frame[図 3-17(a),(b)中段]、20 s/frame[図 3-17(a),(b)下
段]であり、走査速度で換算するとそれぞれ 6.8 mm/s、2.0 mm/s、1.0 mm/sとなる。また
走査範囲が 33 μm×33 μm、走査線の本数が 256本という測定条件で実験を行っている。







nm[3 s/frame：図 3-17(a)上段]、279 nm[10 s/frame：図 3-17(a)中段]、 276 nm[20 s/frame：
図 3-17(a)下段]となっており、画像取得速度に依らず Z スキャナーへのフィードバックが
正確に実行されていることが示された。 
この測定で用いられた Zスキャナー用の圧電素子は、最大変位が 100 V印加時で 2.5 μm
に制限されている。もしもさらに大きな変位が必要となった場合には、より長い（変位が大
きな）圧電素子[NECトーキン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0203D08F（自





この圧電素子を使用した場合、走査範囲が 33 μm×33 μm、走査線の本数が 256本の測定



































図 3-5 広域スキャナーの周波数特性 
 (a) 広域スキャナーの X方向の周波数特性を示したボード線図。Xスキャナーの共振周波




































図 3-6 フィードフォーワード式ダンピング法の効果(85 Hz走査) 





































図 3-7 フィードフォーワード式ダンピング法の効果(256 Hz走査) 




































図 3-8 ラウンディング法の効果(85 Hz走査)と組み合わせ補正の効果(1 kHz走査) 





































図 3-9 Xスキャナーのヒステリシス特性とその補正 
 (a) 本研究で開発された広域スキャナーにおける X方向のヒステリシスカーブ。走査範









































































図 3-11 標準サンプル（10 μmピッチ Si基板）の AFM像 
 10 μmピッチを持つシリコン製標準サンプルの AFM像。ここで、イメージング条件は走
査範囲：33 μm×33 μm、画像取得速度：7 s/frame、走査線の本数：256。(a)ヒステリシス
補正を施す前の入力信号から得られた AFM 像。(b)ヒステリシス補正を施した後の AFM
































図 3-12 XY方向スキャナー間干渉の模式図 




































図 3-13 XY方向スキャナー間の干渉 
 (a)Xスキャナーを走査した場合の Y方向の干渉量。走査範囲はそれぞれ 5 μm(緑線)と 30 



































図 3-14 標準サンプル（10 μmピッチグリッド）の AFM像 
 (a)XY スキャナー干渉補正前の AFM 像。(b)補正後の AFM 像。測定時の条件は走査範


































図 3-15 標準サンプル（10 μmピッチグリッド）の拡大 AFM像 
 (a)XYスキャナー干渉補正前の拡大 AFM像。(b)補正後の拡大 AFM像。測定時の条件は




























図 3-16 アクティブダンピング法がを適用した Zスキャナーの周波数特性 
 赤線は電圧利得を表しており、青線は位相を表している。また、実線はアクティブダン
ピング法を適用する前の Zスキャナーの周波数特性を、点線はアクティブダンピング法適

































図 3-17 異なる走査速度における標準サンプルの高さ情報とエラー信号 




































図 3-18 異なる走査速度における標準サンプルの高さ情報のヒストグラム 
 図 3-17(a)で得られた標準グリッドサンプルのクロスセクションからグリッドの高さ情報
を取得し、ヒストグラムを作成した。高さの平均値は 276nm（上段：3 s/frame）、279nm




第 4章 広域スキャナーによる生体分子イメージング 
4.1 目的と概要 


































































 枯草菌は Penassay Broth(PB)培地で培養し、測定の際には遠心分離器を用いて集菌する。













走査範囲：5 μm×5 μm、画像取得速度：20 s/frame、走査線の本数：256本。枯草菌の固
定は先程と同様に Poly-L-lysine(濃度：0.1mg/mL)を用いて、ガラス基板に吸着させた。ま
た、リゾチームの最終濃度は 80 μM に調整し、測定中にバッファー中に投入した。図 4-3
より、リゾチームをバッファーに投入する前の段階(t = 0 s)では枯草菌の表面は平滑である
ことがわかる。t = 240 s では AFM像が乱れているが、これは測定バッファー中にリゾチ
ームを投入したためである。そして、t = 320 sの段階で表面の形状が徐々に変化していき、
表面にシワ構造が現れてくる。それと同時に菌体が膨潤してくるのがわかる(t = 1060 s、t 




こでリゾチームの最終濃度を 200 μMとし、画像取得速度は 2 s/frame、走査線の本数は 90
本(Xピクセルは 120 pixel)である。その結果を図 4-4に示す。ここで図 4-4(a)は図 4-4(b)中
の白破線部分の表面粗さを時間ごとにプロットしたもので、図 4-4(b)は各点における枯草菌
の AFM像を表している。t = 32 sの時点でリゾチームを投入しており、そのときの表面粗
さは約 93 nmである。その 90秒後の t = 120 sの時に表面粗さが急激に変化し始めるのが









































































図 4-2 枯草菌の広域 AFM像 
 枯草菌の培地中における広域イメージング AFM像。ここではリゾチームを投入していな



























図 4-3 枯草菌の溶菌過程を示す AFM像 
 枯草菌を観察中に、バッファーに最終濃度が 80 μMとなるようにリゾチームを加えた時
































図 4-4 リゾチームによる枯草菌の表面粗さ変化を示したグラフと AFM像 
 (a) 指定した範囲[(b)の白破線]における、菌体の表面粗さの平方二乗根を計算したものを
時系列でプロットしたグラフ。リゾチームは t = 32 sの時点で添加した。黒実線は t = 112 














こで赤破線の部分は、高速 AFM 用試料ステージ(Φ1.5 mm ガラスロッド)を示している。
通常、接着性細胞の培養に用いる容器（ここでは 24ウェルを用いる）に赤破線で示した高










MD498、反射波長：452 - 490 nm、透過波長：505-800 nm）を使用した。LEDランプは









製、型番：Plan Fluor ELWD 20x/0.45)を使用してきたが、細胞の蛍光シグナルを高分解能
で観察するために、60 倍の対物レンズに変更した(Nikon 製、型番：Plan Fluor ELWD 













2. 蛍光タンパク質導入用の培地(Life technology 社製、Opti-MEM、型番：31985-070)50 





3. Opti-MEM 50 μL 中に 5 μL の蛍光タンパク質を発現させるためのベクター(pAcGFP-
C1、サイズ 20 μg)を加え、混合する。 
4. 5分間静置の後、2.と 3.で作成した溶液を混合する。ここでもピペッティングせずに優し
く混合する。 



























ージングを行った。図 4-11(a)に広域走査をした時の PtK2 細胞の AFM 像を示す。Z 方向
の圧電素子には第 3章でも述べた、変位がより大きな圧電素子[NECトーキン株式会社製積
層型ピエゾアクチュエーターAE0203D08F（自己共振周波数:138kHz、寸法:2 mm×3 mm
×10 mm、150 V印加時の最大変位量:9.1 μm]を使用している。画像取得速度は20 s/frame、
走査範囲は 35 μm × 35 μm, 走査線数 256本である。こうして、本研究開発された広域ス
キャナーを用い、今まで不可能であったマイクロメーターオーダーの広域イメージングに
成功した。柔らかい細胞を壊すこと無く走査できたことから、大きな試料系でも低侵襲性を
確保できている。図 4-11(b)に PtK2 細胞の連続高速 AFM 像を示す（図 4-11(a）の白枠線
で示した領域)。画像取得速度は 2 s/frame、走査範囲 5 μm × 5 μm、走査線数 200本であ
る。なお、エンドサイトーシスを観察するために、この溶液（リン酸バッファー、pH:7.4）
中には最終濃度が 285 μg/mLとなるようにトランスフェリンが添加されている。 
 トランスフェリンとは細胞内で鉄及びその他の金属イオンと結合しその輸送を担う糖タ
ンパク質（分子量が 80 kDa）で、互いに似ている 2つのドメインから構成されている。そ
れぞれに 3 価鉄イオン結合部位を一つずつ持っており、いずれも鉄イオンには 1 個のヒス
チジン残基と 5個のチロシン残基、1個のアスパラギン残基、1個の炭酸分子が配位してい









て体外に放出される。図 4-11(b)の白破線丸部分は細胞膜上に形成されたピット(t = 0 s)と、
エクソサイトーシスによって放出された、おそらくではあるが、トランスフェリン(t = 24 s, 
t = 28 s)を示している。はじめにピットには輸送物は何も無い状態であるが、しばらく観察












図 4-12(a)は 3Y1-B clone細胞の表面上で起こるエンドサイトーシス現象を捉えた連続高速
AFM像を示している。ここで走査速度は 3 s/frameであり、走査線の本数は 256本となっ









最終濃度が 15 ng/mLとなるように添加して、高速 AFM観察を試みた。先ほどの結果と同
様に、白枠で示した箇所にピットが形成されているのが分かる[図 4-12(b)]。時間経過と共
に徐々にピットの横から突起物が出現し、ピットが突起物に覆いかぶさる様子が観察され




































図 4-5 哺乳類細胞培養用試料ステージの模式図 











































































































図 4-8 簡易型蛍光顕微鏡で使用するカメラの実機写真 



































































































図 4-11 PtK2細胞の高速 AFM像 





































図 4-12 3Y1-B clone細胞の高速 AFM像 
 (a) 3Y1-B clone細胞の膜上で起こるエンドサイトーシス現象を捉えた連続高速 AFM像。

































し、走査範囲は 200 nm×100 nm、ピクセル数は X方向で 120 pixel、Y方向で 60 
pixel、画像取得速度は 0.15 s/frameである。図 4-13(a),(b)に示すように、印加電圧の利得
が 1倍及び 2倍の時にはアクチンフィラメントの 36nm ピッチだけではなく、フィラメン
トを構成しているサブユニットを解像できている。一方、図 4-13の(c),(d)に示すように、
印加電圧の利得が 5倍もしくは 10倍の時には、AFM像は歪んでしまい、特に利得が 10
倍の時にはアクチンフィラメントであるかどうかも判別ができない。図 4-14(a)にリゾチー
ムで処理する前の枯草菌の表面構造の高分解能 AFM像を示す（ピエゾドライバーのの利
得は 1倍、画像取得速度は 2 s/frame、走査範囲は 500 nm×500 nm、走査線の本数は
200本）。網目状のペプチドグリカン層の構造がはっきりと見える。この構造は 4.2.3のリ
ゾチームによる溶菌過程の観察の際には見えなかった構造である[図 4-4(b),t = 0の段階]。



































図 4-13 アクチンフィラメントの高分解能 AFM像。 
 広域スキャナーと新規ピエゾドライバーを用いて得られたアクチンフィラメントの高分
解能 AFM像。2本のアクチンフィラメントが平行に並んでいる。ピエゾドライバーのゲイ


































図 4-14 枯草菌表面の高分解能 AFM像。 



















































にバイオ研究に有効とするためにティップスキャン型高速 AFM が最近開発された[14], 


























































図 5-1 サンプルスキャニング方式とチップスキャニング方式 



































図 5-2 ミラーチルター方式 



















































法：12.5 m × 12.5 m × 1.1 mm）、圧電素子（NECトーキン株式会社製積層型ピエゾアクチ







持つのか、計算で見積もる。図 5-5のように入射するレーザーをベクトル A⃗  = ( 1 , 0 , 0 ) 
とし、ダイクロイックミラーは YZ平面上に置かれ、Y軸を中心に 35°回転させたものとす
ると、ダイクロイックミラーで反射されたレーザーは B⃗  = ( cos70° , 0 , -sin70° ) と表す
ことができる。ここで 35°という値は、高速 AFM ユニットの設計上の値である。つまり、
ダイクロイックミラーの法線ベクトルは N⃗⃗  = ( cos35° , 0 , -sin35° ) と表せる。この時ダ
イクロイックミラーやレーザーの位置・角度は、理想的な状態で調整された状態であると仮
定している。任意の単位ベクトル(𝑛𝑥 , 𝑛𝑦 , 𝑛𝑧)周りに( x , y , z )をθだけ回転させたときのベ











2(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑐𝑜𝑠𝜃 𝑛𝑥𝑛𝑦(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) − 𝑛𝑧𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑛𝑧𝑛𝑥(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑛𝑦𝑠𝑖𝑛𝜃
𝑛𝑥𝑛𝑦(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑛𝑧𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑛𝑦
2(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑐𝑜𝑠𝜃 𝑛𝑦𝑛𝑧(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) − 𝑛𝑥𝑠𝑖𝑛𝜃
𝑛𝑧𝑛𝑥(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) − 𝑛𝑦𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑛𝑦𝑛𝑧(1 − 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑛𝑥𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑛𝑧







                                    (式 5.1) 
 
まず、X 方向の圧電素子を変位させた場合のダイクロイックミラーの変位量に関して考え
る。ここで、その変位量を𝐷𝑥と置き、ダイクロイックミラーが図 5-5(a)のように Y 軸まわ
りに𝜃x = 6.7 × 10
−4 (𝑟𝑎𝑑)回転した場合、反射されたレーザーのベクトルをB’⃗⃗  ⃗X とすると、B⃗  
と B’⃗⃗  ⃗X との間の角𝛿xは入射と反射の法則より、𝛿𝑥 = 2 × 𝜃𝑥 と表せる。またここで、対物レ
ンズの焦点距離を f0（ここで使用しているレンズは、Nikon製、超長作動距離対物レンズ；
型番：CFI L Plan EPI SLWD 20×；作動距離：24 mm、N.A. 0.35である）とすると、最
大走査範囲は以下の式で表すことができる（ただし、ここでは𝑓0 = 20 [𝑚𝑚]）。 
𝐷𝑥 = 2 × 𝑓0 × 𝛿𝑥 (式 5.2) 
 次に Y 方向の圧電素子を変位させた時のダイクロイックミラーの変化について考える。
その時の変位量を𝐷yと置く。Y 方向の圧電素子を変位させた時のダイクロイックミラーの
回転軸ベクトルM⃗⃗⃗ は 
M⃗⃗⃗ = ( cos55° , 0 , sin55°)  (式 5.3) 
となる。ダイクロイックミラーがこのベクトルM⃗⃗⃗ まわりに𝜃𝑦 = 5.4 × 10
−4 (𝑟𝑎𝑑)回転したと
すると、そのときの法線ベクトルN′⃗⃗  ⃗は 
𝑁′⃗⃗⃗⃗ = ( sin55°cos𝜃𝑦 , sin𝜃𝑦 , −cos55° cos𝜃𝑦)  (式 5.4) 
となり、このときの𝑁′⃗⃗⃗⃗ とレーザー光の入射ベクトルであるA⃗ の内積を求め、その間の角度φ
を求めると、 
cosφ = cos35°(𝑐𝑜𝑠255° − 𝑐𝑜𝑠255°cos𝜃𝑦 + cos𝜃𝑦) −  sin55°𝑐𝑜𝑠
255°(1 − cos𝜃𝑦)  (式 5.5) 
 φ = arccos(cosφ)  (式 5.6) 
100 
 
ここで、𝑁′⃗⃗⃗⃗ に垂直なベクトルである𝑃′⃗⃗  ⃗を求める。𝑃′⃗⃗  ⃗は?⃗? に垂直なベクトル?⃗? = (0,1,0)をM⃗⃗⃗ ま
わりに𝜃𝑦だけ回転させたものであるから、𝑃′⃗⃗  ⃗は 




255°sin2𝜃𝑦(1 − cos2φ) + cos2φ − sin55°sin𝜃𝑦cos𝜃𝑦(1 − cos2φ)
+ cos55°sin𝜃𝑦sin2φ −  sin55°cos55°sin
2𝜃𝑦(1 − cos2φ)
− cos𝜃𝑦sin2φ) (式 5.8) 
となる。ここでB⃗ とB′𝑦⃗⃗⃗⃗⃗⃗ との内積を求め、間の角度𝛿yを求めると、 
cos𝛿y =  cos70°{sin
255°sin2𝜃𝑦(1 − cos2φ) + cos2φ}
+ sin70°{sin55°cos55°sin2𝜃𝑦(1 − cos2φ) + cos𝜃𝑦sin2φ}  (式 5.9) 




𝐷𝑦 = 2 × 𝑓0 × 𝛿𝑦 (式 5.11) 
と表すことができる。 
 
上記の式より、従来のミラーチルターユニットの最大トラッキング範囲は X 方向で~19 
μm、Y方向で~3 μmと見積もることができる。X方向と Y方向の最大走査範囲を比較する
と、Y 方向が極端に小さいのが分かる。X 方向の場合は入射・反射の法則から角度が𝛿𝑥 =




































 次に 2.の接着面積の問題に関して説明する。図 5-4、図 5-7(a)に示すように、従来のミラ











5-8(b)に示すように、圧電素子間の距離が 1 mmになるようにした。 
これら 3 点の改善方法により、レーザー光を広範囲で動かすことができるミラーチルター














線は位相を表している。共振周波数は約 2 kHz と低いが、前述のフィードフォーワード制
御により余分な振動を抑制できる[14], [20]。 





し、その値は 52.6 μmであった。また図 5-11(b)より Y方向のレーザー最大走査範囲は 32.9 



















ーチルターよりも X方向では約 2.5倍に当たる 52.6 μm、さらに Y方向では従来の約 10倍
にあたる 32.9 μmまで拡大できていることが判明した。 
 
 











を組み込むことに成功した。その結果、X方向では 48 μm、Y方向では 52 μmの走査範囲
を持つスキャナーが完成した。ここで図 5-13(b)において、Z 方向の圧電素子は従来と同様
に、NECトーキン株式会社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0203D04F（自己共振周波





校正用標準試料の観察を行った。その結果を図 5-13(c)に示す。測定条件は走査範囲 25 μm 




今まではティップスキャン型高速 AFMにおいて、最大走査範囲が 3 μm × 3 μm という
値であったが、ミラーチルターの構造変更と広域スキャナーの開発、さらに通常の高速AFM

































図 5-4 ミラーチルター（従来方式）の概略図 





















































































































































図 5-8 ミラーチルターの改善点（3） 
 ダイクロイックミラーと圧電素子の位置関係を示した概略図。(a)従来のミラーチルター
ユニットにおける圧電素子の距離を表した図。(b)改良後の圧電素子間の距離を表した図。































































図 5-10 新型ミラーチルターの共振周波数特性 
 新型ミラーチルターユニットの X方向の共振周波数特性を示したボード線図。このユニ





































図 5-11 レーザーの最大トラッキング範囲 
 光学顕微鏡によって測定したレーザー光の最大走査範囲。白い輝点はレーザー光のフォ
ーカス位置を表している。(a)X方向におけるレーザーの最大走査範囲を表した光学顕微鏡
像。X方向では 52.6 μmが最大走査範囲。(b) Y方向におけるレーザーの最大走査範囲を





































































































の測定結果を図 5-15(b)に示す。Z スキャナーに使用した圧電素子は NEC トーキン株式会
社製積層型ピエゾアクチュエーターAE0203D04F（自己共振周波数:261kHz、寸法:2 mm × 
117 
 
3 mm × 5 mm、150 V 印加時の最大変位量:4.6 μm）である。ここで Zスキャナーは片端を
スキャナー本体に固定されているため、共振周波数は約 90 kHz となった。図 5-15(b)は Z
スキャナーに 140 Hz、100 Vp-pの三角波を入力した時のカンチレバーの振動振幅をプロッ
トしたグラフを表している。青線は補正前の振動振幅値を表し、赤線は補正後の振動振幅値
である。ここでは振動振幅値は約 130 mVに設定した。図 5-15(b)の青線、つまり補正前の






































図 5-14 Z方向の走査による X方向の変位 




















































最大でも X,Y方向で 6 μm × 6 μmの走査範囲が限界であったが、テコの原理を応用した








キャン型高速 AFM）に適用する技術開発を行った。従来は最大走査範囲が 3 μm × 3 μm
と狭かったが、ダイクロイックミラーを走査するためのミラーチルターユニットの構造を
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